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Разработана и валидирована ме-
тодика количественного определения 
натрия алендроната в таблетках «Га-
мимакс» с использованием высокоэф-
фективной жидкостной хромотографии 
(ВЭЖХ) с предколоночной дериватиза-
цией диальдегидом орто-фталевым с 
детектированием в УФ-области. Ли-
нейность отклика детектора доказана в 
диапазоне применения методики (30 – 70 
мг/л); уравнение калибровочной зависи-
мости имеет вид y = kx+b и характери-
зуется следующими параметрами: k = 
10,25, ε(k) = 4,5 %, b = -0,78, ε(b) = 17,9 %, 
r = 0,9875; предел обнаружения – 2 мг/л 
(экспериментально подтвержденное 
значение), 1,7 мг/л (рассчитанное значе-
ние); величина смещения результата (B, 
%) по результатам анализа в разные дни 
(n = 10) – 7,3 % – -8,8 %; внутрилабора-
торная точность (Sr, %, n = 10) - от 4,7 
% до 13,8 %; сходимость (Sr, %, n = 6) - 
от 2,3 % до 9,0 %; открываемость (пра-
вильность) - 93 % вблизи нижней кон-
центрации диапазона применения мето-
дики, 97 % в середине диапазона и 104 % 
вблизи верхней концентрации диапазона 
применения методики. 
Ключевые слова: натрия алендро-
нат, количественное определение, таб-
летки, ВЭЖХ с предколоночной дерива-
тизацией. 
 
ВВЕДЕНИЕ 
 
Натрия алендронат – аминобисфос-
фонатное соединение, которое использует-
ся для лечения заболеваний костей, вклю-
чая остеопороз, болезнь Педжета и мета-
статические заболевания [1, 2]. С аналити-
ческой точки зрения натрия алендронат 
представляет собой сложное соединение, 
поскольку не содержит поглощающих 
хромофоров. Однако сообщается о некото-
рых методиках ВЭЖХ для его определе-
ния, многие из которых основываются на 
дериватизации алендроната, используя ли-
бо предколоночную [3-6], либо постколо-
ночную методики [7, 8]. Описан ВЭЖХ 
анализ натрия алендроната с использова-
нием рефрактометрического детектора [9], 
ионной хроматографии с детектором по 
проводимости [10] или непосредственно 
УФ-определение [11]. Методики ионной 
масс-спектрометрической хроматографии 
также применяли для исследования натрия 
алендроната [12]. Натрия алендронат оп-
ределяли в лекарственных средствах мето-
дом ВЭЖХ после дериватизации 9-
флуоренилметилхлороформиатом 
(ФМОК). Избыток реагента экстрагирова-
ли хлористым метиленом и аликвоту вод-
ной порции анализировали методом об-
ратнофазовой ВЭЖХ [3]. Известно о при-
менении индуктивно связанной плазмы и 
анодной инверсионной вольтамперомет-
рии для анализа натрия алендроната в таб-
летках [13, 14]. Описан также спектрофо-
тометрический метод для анализа аленд-
роната в таблетках, основанный на образо-
вании комплекса между действующим ве-
ществом и железом в хлорной кислоте 
[14]. Благодаря средней стабильности дан-
ного комплекса, для получения надежных 
количественных данных требуется значи-
тельный избыток натрия алендроната.  
Методика анализа натрия алендро-
ната в таблетированных лекарственных 
формах, изложенная в действующих Бри-
танской и Европейской фармакопеях, ис-
пользует анионообменную хроматографию 
для разделения компонентов и рефракто-
метрическое детектирование. Согласно 
действующей Американской фармакопее 
(фармакопейная статья (ФС) на субстан-
цию), натрия алендронат анализируют с 
использованием классической обратно-
фазной хроматографии в виде производно-
го ФМОК с предварительной стадией уда-
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ления избытка реагента с помощью мети-
ленхлорида и детектированием при помо-
щи УФ-детектора переменной длины вол-
ны при 266 нм. Таким образом, методика 
количественного определения натрия 
алендроната, изложенная в Британской и 
Европейской фармакопеях, невыполнима в 
наших условиях ввиду отсутствия рефрак-
тометрического детектора. Методика оп-
ределения Американской фармакопеи тре-
бует использования редкой и дорогостоя-
щей хроматографической колонки на ос-
нове сополимера стирола и дивинилбензо-
ла и при этом достаточно трудоемка. 
Целью настоящего исследования 
были разработка и валидация методики 
количественного определения натрия 
алендроната в таблетках «Гамимакс» с 
возможностью ее дальнейшей автоматиза-
ции для выполнения тестов по разделам 
ФС «Однородность дозирования», «Коли-
чественное определение». 
 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
 
Анализ выполняли с использовани-
ем жидкостного хроматографа «Agilent 
1100 Series», оснащенного вакуумным де-
газатором G1322A, четырехканальным 
градиентным насосом G1311A, устройст-
вом автоматического ввода проб G1329A 
ALS, двухсекционным термостатом коло-
нок G1316A, диодно-матричным детекто-
ром G1315D фирмы «Agilent 
Technologies». В работе использовали ре-
активы согласно табл. 1 и расходные мате-
риалы согласно табл. 2. 
 
Таблица 1 – Реактивы, используемые для количественного определения натрия алендроната 
в таблетках 
Наименование реактива, чистота Производитель № по каталогу 
Метанол, >99,9% Promochem SO-9260-B025 
Ацетонитрил, >99,9% Lab-Scan C02C11X 
Кислота ортофосфорная, 85% Fluka 79606 
Кислота лимонная, безводная, ≥99,5% Fluka 27487 
Натрия гидроксид, ≥98%. Fluka 71689 
Натрия алендронат USP 1012780 
Диальдегид орто-фталевый Fluka  
 
Таблица 2 – Расходные материалы, используемые для количественного определения натрия 
алендроната в таблетках 
Наименование Производитель № по каталогу 
Шприц для фильтрации образцов, 2,5 мл Agilent Technologies 5182-9711 
Фильтры тефлоновые для фильтрации образцов, 
диаметр 13 мм, размер пор 0,2 мкм Supelco 54131-U 
Фильтры из регенерированной целлюлозы для 
фильтрации элюентов, диаметр 47 мм, размер 
пор 0,45 мкм 
Agilent Technologies 3150-0576 
Колонка хроматографическая Eclipse XDB-
Phenyl, 2,1х150 мм, 5 мкм. Agilent Technologies 993700-912 
Предколонка защитная XDB-С8, 2,1x12,5 мм,  
5 мкм. Agilent Technologies 821125-926 
 
Приготовление элюента А: раствор 
1 (цитрат-фосфатный буферный раствор): 
растворяли 1,2 г ± 0,025 г кислоты лимон-
ной в 250 мл воды очищенной; концентра-
ция кислоты лимонной в полученном рас-
творе равна 0,025 моль/л, pH=2,68±0,05. 
После перемешивания доводили рН рас-
твора до 6,5 сначала 10 М раствором на-
трия гидроксида, затем 0,1 М раствором 
натрия гидроксида. Раствор 2:5 мл 1 М ки-
слоты фосфорной растворяли в 200 мл во-
ды очищенной. После перемешивания до-
водили рН раствора до 6,5 сначала 10 М 
раствором натрия гидроксида, затем 0,1 М 
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раствором натрия гидроксида. Растворы 1 
и 2 смешивали в соотношении 1:1, полу-
ченный раствор (элюент А) отфильтровы-
вали через фильтр из регенерированной 
целлюлозы с размером пор 0,45 мкм.  
Приготовление элюента B: смеши-
вали ацетонитрил, метанол и воду очи-
щенную в соотношении 45:45:10 (v/v/v). 
 
Приготовление рабочих растворов 
 
10 М раствор натрия гидроксида: 
в мерную колбу вместимостью 50 мл, со-
держащую приблизительно 35 - 40 мл во-
ды очищенной, порциями вносили 20 г на-
трия гидроксида, перемешивая и охлаждая 
при этом мерную колбу на водяной бане. 
Доводили объем раствора водой очищен-
ной до метки, перемешивали. 
0,1 М раствор натрия гидроксида: 
в мерную колбу вместимостью 50 мл, со-
держащую приблизительно 30 - 35 мл во-
ды очищенной, вносили 0,2 г натрия гид-
роксида, перемешивая и охлаждая при 
этом мерную колбу на водяной бане. До-
водили объем раствора водой очищенной 
до метки, перемешивали. 
0,05 М раствор натрия гидрокси-
да: в мерную колбу вместимостью 2 л, со-
держащую приблизительно 150 - 200 мл 
воды очищенной, вносили 4 г натрия гид-
роксида, перемешивая и охлаждая при 
этом мерную колбу на водяной бане. До-
водили объем раствора водой очищенной 
до метки, перемешивали. 
1 М раствор кислоты фосфорной: 
в мерную колбу вместимостью 100 мл, со-
держащую приблизительно 25 мл воды 
очищенной, порциями добавляли 68 мл 
кислоты фосфорной концентрированной 
(плотность кислоты равна 1,70 г/мл), пере-
мешивали, доводили объем раствора до 
метки водой очищенной. Полученный рас-
твор тщательно перемешать. 
0,5 М боратный буферный рас-
твор: отвешивали 3,09 г ± 0,06 г кислоты 
борной, переносили в стакан вместимо-
стью 100 мл, добавляли 90 мл воды очи-
щенной, доводили рН раствора до 10,2 на-
трия гидроксидом. Затем переносили по-
лученный раствор в мерную колбу вме-
стимостью 100 мл, доводили объем рас-
твора до метки водой очищенной. 
Раствор диальдегида орто-
фталевого: отвешивали 3 мг ± 0,06 мг ди-
альдегида орто-фталевого, растворяли в 50 
мкл метанола, тщательно перемешивали. 
Раствор хранили в атмосфере инертного 
газа. 
Реагент для дериватизации: в 
мерную колбу вместимостью 5 мл, содер-
жащую 2 - 2,5 мл боратного буферного 
раствора, добавляли 17 мкл раствора ди-
альдегида орто-фталевого и 17 мкл 2-
меркаптоэтанола, тщательно перемешива-
ли. Доводили объем раствора до метки бо-
ратным буферным раствором. Реагент для 
дериватизации использовали в день прове-
дения анализа. 
Валидация: для валидации мето-
дики количественного анализа таблеток 
натрия алендроната определяли следую-
щие характеристики: специфичность, ли-
нейность, внутрилабораторная точность, 
сходимость, правильность и робастность. 
Для определения специфичности 
метода проводили исследование таблеток 
плацебо. (ГФ РБ 5.3.3.2). 
Линейность изучали путем оценки 
зависимости площади хроматографическо-
го пика от концентрации раствора натрия 
алендроната. В эксперименте использова-
ли растворы 5-и концентраций: 30, 40, 50, 
60 и 70 мг/л. Строили график и рассчиты-
вали коэффициент корреляции (ГФ РБ 
5.3.3.3).  
Внутрилабораторную точность изу-
чали путем последовательного выполнения 
10 анализов, выполненных в разные дни с 
использованием разного лабораторного 
оборудования (ГФ РБ 5.3.3.6.2). 
При определении сходимости вы-
полняли 10 определений содержания на-
трия алендроната в таблетке (ГФ РБ 
5.3.3.6.1). 
Для подтверждения правильности 
определяли содержание натрия алендрона-
та в 3-х растворах с концентрацией 30, 50 
и 70 мг/л (ГФ РБ 5.3.3.5.1.2). 
Робастность доказывали по пара-
метрам воспроизводимости времен удер-
живания пика натрия алендроната, площа-
ди пика натрия алендроната в градуиро-
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вочных растворах при рутинном анализе 
большого количества (n > 200) испытуе-
мых образцов на протяжении длительного 
времени (более 20 календарных дней, ГФ 
РБ 5.3.3.9).  
 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
 
Методика анализа, разработанная 
для количественного определения фарма-
цевтической субстанции натрия алендро-
ната [6,15,16], была адаптирована для таб-
леток. В результате была разработана сле-
дующая методика количественного опре-
деления натрия алендроната в таблетках 
«Гамимакс» (методика №1). 
Для дериватизации использовали 
диальдегид орто-фталевый. Спектр погло-
щения раствора натрия алендроната, под-
вергнутого дериватизации, представлен на 
рисунке 1. Ориентировочное время элюи-
рования пика натрия алендроната в опи-
санных условиях составляет 2,3 мин. 
 
nm220 240 260 280 300 320 340 360 380
mAU
0
100
200
300
400
*DAD1, 2.270 (486 mAU, 82) Ref=2.117 & 2.484 of SIG000019.D
 
 
Рисунок 1 – Спектр поглощения раствора натрия алендроната, подвергнутого дериватизации 
орто-фталевым диальдегидом (получен при анализе стандартного образца с концентрацией 
70 мг/л). Максимумы поглощения: 228 нм, 336 нм. 
 
Пробоподготовка: таблетку натрия 
алендроната растирали в ступке до полу-
чения однородного порошка, отбирали на-
веску массой 0,130 г ± 0,007 г (содержание 
натрия алендроната в данной навеске при-
близительно равно 10 мг), переносили во 
флакон из полиэтилена или полипропилена 
вместимостью 100 мл, добавляли 50,0 мл 
0,05 М раствора натрия гидроксида. Кон-
центрация натрия алендроната в получен-
ном растворе приблизительно равна 200 
мг/л. Флакон закрывали, перемешивали на 
вортекс-мешалке в течение примерно 10 с, 
затем обрабатывали ультразвуком в ульт-
развуковой бане при комнатной темпера-
туре в течение 10 мин. После этого остав-
ляли раствор на 10 мин. при комнатной 
температуре. Отбирали аликвоту раствора 
объемом 1,5 – 2 мл, фильтровали через 
тефлоновый фильтр с размером пор 0,2 
мкм и разбавляли в 4 раза 0,05 М раство-
ром натрия гидроксида для получения рас-
твора с приблизительной концентрацией 
натрия алендроната 50 мг/л. Полученный 
раствор (проба А) в дальнейшем использо-
вали для анализа. 
Температура термостата колонок – 
30ºС; хроматографическая колонка Eclipse 
XDB-Phenyl 2,1х150 мм, 5 мкм («Agilent 
Technologies»); защитная предколонка 
Eclipse XDB-C8, 2,1x12,5 мм, 5 мкм, ско-
рость потока мобильной фазы – 0,4 
мл/мин; состав элюента (по объему): 75 % 
элюента А, 25 % элюента B. Детектирова-
ние проводили с использованием детекто-
ра переменной длины волны (или диодной 
матрицы) на длине волны 336 нм. Общее 
время одного анализа составляло 5 мин. 
Приготовление испытуемого рас-
твора: во флакон вместимостью 2 мл из 
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темного стекла со вставкой для микрообъ-
емов на 250 мкл добавляли 75 мкл борат-
ного буферного раствора и 15 мкл реагента 
для дериватизации, флакон закрывали 
крышкой, встряхивали в течение несколь-
ких секунд, затем добавляли 15 мкл пробы 
А или раствора рабочего стандартного об-
разца (РСО). Флакон закрывали крышкой, 
интенсивно перемешивали в течение 30 с, 
вводили пробу в хроматограф; объем про-
бы – 50 мкл. 
Качественный и количественный 
анализ натрия алендроната проводили с 
использованием внешнего стандарта. Для 
построения градуировочного графика на-
веску стандартного образца натрия аленд-
роната массой 0,005 г, взвешенную с точ-
ностью до 0,0001 г, количественно перено-
сили в мерную колбу вместимостью 5 мл, 
содержащую 2 – 3 мл 0,05 М раствора на-
трия гидроксида. Раствор тщательно пере-
мешивали, помещали в ультразвуковую 
баню при комнатной температуре на 5 
мин. до полного растворения навески, до-
водили объем раствора до метки 0,05 М 
раствором натрия гидроксида, тщательно 
перемешивали. Концентрация натрия 
алендроната в полученном растворе со-
ставляла 1000 мг/л. 
Путем последовательных разбавле-
ний из раствора с концентрацией 1000 мг/л 
получали растворы с концентрациями 30 
мг/л, 40 мг/л, 50 мг/л, 60 мг/л, 70 мг/л. 
Примерная схема разбавления приведена в 
таблице 3: для получения раствора с тре-
буемой концентрацией в мерную колбу 
объемом 5 мл, содержащую 2 – 2,5 мл 0,05 
М раствора натрия гидроксида, добавляли 
раствор натрия алендроната с концентра-
цией 1000 мг/л в объеме, указанном в таб-
лице 3 в строке соответствующей концен-
трации. Перемешивали, доводили объем 
раствора до метки 0,05 М раствором на-
трия гидроксида. Пример хроматограммы 
испытуемого образца приведен на рисунке 
2. На рисунке 3 приведены хроматограммы 
растворов для градуировки. 
 
Таблица 3 - Схема разбавления для получения градуировочных растворов натрия алендрона-
та. 
№ 
п/п 
Концентрация натрия алендро-
ната в растворе, мг/л 
Объем раствора натрия алендроната с концентрацией 
1000 мг/л, мкл 
1 30 150 
2 40 200 
3 50 250 
4 60 300 
5 70 350 
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Рисунок 2 – Хроматограмма испытуемого раствора натрия алендроната, полученного при 
анализе таблеток «Гамимакс» (Методика 1) 
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Рисунок 3 – Хроматограммы растворов для градуировки с концентрацией натрия алендрона-
та 30 мг/л, 40 мг/л, 60 мг/л, 70 мг/л (Методика 1) 
 
Выполнение анализа: хромато-
графировали последовательно градуиро-
вочные растворы в диапазоне концентра-
ций 30 – 70 нг/мл, затем – испытуемые 
растворы, получая для каждого раствора 
не менее 2 хроматограмм. Строили линей-
ную градуировочную зависимость вида y = 
kx + b. Пример градуировочной зависимо-
сти для натрия алендроната приведен на 
рисунке 4. С использованием градуиро-
вочного графика находили концентрацию 
натрия алендроната в испытуемых раство-
рах. 
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Рисунок 4 – Градуировочный график для натрия алендроната в диапазоне концентраций 30 – 
70 мг/л (Методика 1) 
 
В процессе валидации методики 1 
было обнаружено, что при анализе боль-
шого количества образцов ЛС (более 100) 
время удерживания пика натрия алендро-
ната уменьшалось (Sr >15%), что сопрово-
ждалось ухудшением параметров симмет-
рии пика определяемого вещества и раз-
решения с предшествующим пиком (пред-
положительно, сопродукт реакции дерива-
тизации натрия алендроната с избытком 
орто-фталевого альдегида). Восстановле-
ния удовлетворительных параметров хро-
матографирования не удалось добиться ни 
путем замены защитной предколонки на 
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новую, ни путем промывки используемой 
хроматографической колонки различными 
композициями органических растворите-
лей и буферных растворов с использовани-
ем как нормального направления потока 
подвижной фазы, так и обращенного. Опи-
санные наблюдения могут свидетельство-
вать о необратимом повреждении (измене-
нии свойств) неподвижной фазы хромато-
графической колонки, что привело к кри-
тическому ухудшению параметров хрома-
тографирования. 
Для обеспечения должной степени 
робастности методики по параметрам 
«стабильность времени удерживания» и 
«симметрия пика» она была модифициро-
вана в разделе «хроматографическая сис-
тема». В методику были внесены следую-
щие изменения: 
- хроматографическая колонка Eclipse 
XDB C18 (4,6х150 мм, 5 мкм) («Agilent 
Technologies»); защитная предколонка 
Eclipse XDB C18, 4,6x12,5 мм, 5 мкм; 
- скорость потока мобильной фазы – 
1,2 мл/мин; 
- элюент А: 4,73 г динатрия гидрофос-
фата, 30 мг тетрабутилгидросульфата ам-
мония на 1 л воды для хроматографии Р, 
довести pH до 8,0 раствором 1 М ортофос-
форной килоты; 
- состав элюента (по объему): 70 % 
элюента А, 30 % элюента B. 
Хроматограмма раствора стандарт-
ного образца натрия алендроната в кон-
центрации 50 мг/л приведена на рисунке 5. 
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Рисунок 5 – Хроматограмма раствора для градуировки с концентрацией натрия алендроната 
50 мг/л (методика 2) 
 
Валидация разработанной методики 
2 показала ее соответствие всем критериям 
приемлемости, изложенным в документах 
[17-19], для количественного определения 
натрия алендроната методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии с 
УФ-детектированием в лекарственном 
средстве «Гамимакс», таблетки в контур-
ной ячеистой упаковке №10. 
Для разработанной методики уста-
новлены следующие аналитические харак-
теристики: доказана специфичность (се-
лективность); подтверждена линейность 
отклика детектора в диапазоне применения 
МИ (30 – 70 мг/л); уравнение калибровоч-
ной зависимости имеет вид 
y = kx+b и характеризуется следующими 
параметрами: k = 10,25, ε(k) = 4,5 %, b = -
0,78, ε(b) = 17,9 %, r = 0,9875; предел обна-
ружения – 2 мг/л (экспериментально под-
твержденное значение), 1,7 мг/л (рассчи-
танное значение); величина смещения ре-
зультата (B, %) по результатам анализа в 
разные дни (n = 10) – 7,3 % – -8,8 %; внут-
рилабораторная точность (Sr, %, n = 10) – 
от 4,7 % до 13,8 %; сходимость (Sr, %, n = 
6) – от 2,3 % до 9,0 %; открываемость (пра-
вильность) – 93 % вблизи нижней концен-
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трации диапазона применения МИ, 97 % в 
середине диапазона применения МИ и 104 
% вблизи верхней концентрации диапазона 
применения МИ. Доказана устойчивость 
(робастность) МИ. 
Методика 2 была использована для 
оценки качества лабораторных и промыш-
ленных образцов таблеток натрия аленд-
роната, а также при исследовании их ста-
бильности в естественных условиях хране-
ния на протяжении двух лет (предвари-
тельный срок годности таблеток). 
 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 
Разработана методика количествен-
ного определения натрия алендроната в 
таблетках с использованием ВЭЖХ с 
предколоночной дериватизацией орто-
фталевым диальдегидом с детектировани-
ем в УФ-области. Процедурой валидации 
было доказано, что методика является 
приемлемой для определения количест-
венного содержания натрия алендроната в 
лекарственном средстве «Гамимакс», таб-
летки в контурной ячеистой упаковке №10. 
 
SUMMARY 
 
I.B. Grintsevich, S. Rzheuski 
THE QUANTITATIVE DEFINITION OF 
SODIUM ALENDRONATE IN TABLETS 
The technique of quantitative defini-
tion of sodium alendronate in tablets Gami-
max with the use of HPLC with pre-column 
derivatization dialdehyde о-phthalic with de-
tecting in UV-area is developed and validated. 
Linearity of the response of the detector is 
proved in a range of application of a tech-
nique (30 - 70 mg / Ѕ); the equation calibra-
tion  looks like dependence y = kx+b and is 
characterized by the following parameters: k 
= 10,25, ε (k) = 4,5 %, b =-0,78, ε (b) = 17,9 
%, r = 0,9875; a limit of detection - 2 mg / Ѕ 
(experimentally confirmed value), 1,7 mg / Ѕ 
(the designed value); size of displacement of 
result (B, %) by results of the analysis in dif-
ferent days (n = 10) - 7,3 % --8,8 %; intra-
laboratory accuracy (Sr, %, n = 10) from 4,7 
% up to 13,8 %; convergence (Sr, %, n = 6) 
from 2,3 % up to 9,0 %; correctness of 93 % 
near to the bottom concentration of a range of 
application of a technique, 97 % in the middle 
of a range and 104 % near to the top concen-
tration of a range of application of a tech-
nique. 
Key words: sodium alendronate, quan-
titative definition, tablets, HPLC with pre-
column derivatization. 
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Разработана методика иденти-
фикации и количественного определения 
мирамистина (миристамидопропилди-
метилбензиламмония хлорида) в новой 
лекар-ственной форме на основе гидро-
гелевых полимерных матриц с использо-
ванием высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии со спектрофото-
метрическим детектором. Установле-
ны оптимальные условия хроматогра-
фического анализа: колонка размером 
250х4,6 мм, заполненная октилсилиль-
ным силикагелем (Lichrospher 100 RP-8), 
в качестве подвижной фазы использова-
